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Some  living  organisms  are  capable  to  perform 
biomineralization, which  is  the  synthesis  of minerals  as  a 
result of biological activity. Calcium carbonate (CaCO3) is the 
most  common product of biomineralization processes  and 
calcite  precipitation  is  considered  the  most  frequent 
phenomenon  of  mineral  formation  by  the  action  of 
microorganisms in nature [1‐3]. 
Most  biomineralization  processes  are  carried  out  through 
biologically induced mineralization. In this type of process, the 
microorganism changes its local microenvironment to create 
suitable  physical‐chemical  conditions  for  mineral 
precipitation [1,4].   
The microbiologically  induced  CaCO3  precipitation  (MICCP) 
results  from  several  metabolic  processes,  the  main  ones 
being  photosynthesis,  denitrification,  sulphate  reduction, 









the  carbonates must  be  deposited  uniformly  in  the  inter‐
granular spaces for proper bonding. When biocementation is 
carried out in conjunction with other binders, such as lime or 
Portland  cement,  the  high  alkalinity  of  these  materials 
represents  an  additional  challenge  in  these  applications, 
where microorganisms  with  a  high  tolerance  to  alkalinity 
must be used [8].   
Biocement  may  present  a  more  environmentally  friendly 
alternative  than  conventional  cement  because  it  does  not 
generate  CO2  in  its  manufacturing  process  being  also 
consumed through the metabolic conversion of calcium salts 
in CaCO3 mineralization. For this reason, MICCP is an effective 
method  for  the  removal of CO2  from  the environment  [9], 























new  constructions  materials  [19,20],  to  improve  the 
mechanical properties (strength, stiffness, cohesion, friction), 
decrease  the  permeability  of  porous materials  [20,8]  and 
reinforce or  repair  construction materials  such  as  cement‐
based materials or concrete [21‐23]. 
Regarding filamentous fungi there  is almost no research, so 
far,  on  biocementation  using  this  type  of microorganisms. 
According to our best knowledge, only one work was found 
[24].  In  addition  to  the  potential  CaCO3  precipitation  by 







main  goal  of  this  study was  to  access  if  filamentous  fungi 
could  create  the  right  conditions  for  the  production  of 
biosandstone, opening the possibility to being used in other 














Urea‐calcium  medium  was  used  to  promote  calcite 







chloride,  15  g/L  agar  and  20  g/L  urea)  was  used  for  the 
determination  of  the  presence  or  absence  of  the  urease 
enzyme by visual  identification of the medium colour, from 
yellow  to  pink,  when  pH  increases  due  to  ammonia 
production by substrate degradation [26]. 
The  urease  activity  of  fungal  strains  was  determined 
according  to  the methodology  suggested by Shingha et al. 
[27], where 20 mL of modified Christensen agar medium was 
poured  into  90  mm  diameter  Petri  dishes  under  aseptic 
conditions. A mycelial disc of 5 mm diameter of each fungus 
was placed on the centre of the modified Christensen agar 
medium,  keeping  the  mycelium  surface  attached  to  the 
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strong  activity  (colour  in  Christensen medium  changed  to 
deep pink), moderate activity (pink), weak activity (light pink), 
and no urease activity (no change of colour). Samples were 


















by  the  fungal  strains  were  measured  Scanning  Electron 






were  harvested  and  homogenized  with  5  mL  of 
supplemented  MMB.  The  obtained  biomass  suspensions 




















the methodology,  regarding  the  developing  colour  of  the 














penetrate  in  the  medium  and  presented  relevant  aerial 
mycelium.  Crystals,  tightly  associated  with  hyphae  and 












typical  crystal  formed  in  the  samples with P.  chrysogenum 
MUM 9743 showed a mineral with 35.4 μm diameter. The 
average  diameter  present  on  samples  to  P.  chrysogenum 
MUM  9743 was  39.6  μm  and  it was  possible  observed  3 











Figure  2.  Scanning  Electron  Micrographs  of  CaCO3  crystals 
precipitated by  fungal  strains grown  in  supplemented MMA.  (a) P. 
chrysogenum MUM 9743 and (b) N. crassa MUM 9208. 
The  minerals  induced  by  both  strains  (Figa  and  c)  were 
analysed  by  Energy  Dispersive  Spectroscopy  (EDS).  EDS 
results  showed  that  CaCO3  and  oxygen  were  the  main 
elements present in the formed precipitates from both fungal 


















The  increase  in  density  presented  by  the  biosandstone 
formed by P. chrysogenum when compared to the density of 
the biosandstone  formed by N. crassa  is due  to  the higher 




















different  (Fig.  5).  P.  chrysogenum MUM  9743  has  shown 
higher  growth  (Fig.  5a)  which  may  have  led  to  different 
resistance  results  of  the  formed  materials,  as  the  fungal 
mycelia  behaved  like  microfibers  promoting  increased 
mechanical resistance. 
The compressive strength results found for P. chrysogenum 
MUM 9743  for 14 days were similar  to  those observed by 
adding 4% cement to the soft soil [29] and to those resulting 
from bacterial sand cementation (Sporosarcina pasteurii) for 








MUM  9208,  used  in  this  study  were  able  to  induce  the 
precipitation of CaCO3 and promote  the biocementation of 
sand  forming  biosandstones.  Thus,  this  work  has 
demonstrated  the potential of  the urease‐positive  fungi  to 
produce  as  yet  weak  (50‐66  kPa)  biosandstones  using  a 
natural microbial process.   
In the present study, the compressive strength found for the 
biosandstone  produced  was  far  lower  compared  to  the 
strength of conventional materials. However, studies with the 
use of fungi in the biocementation processes are quite scarce 
and  recent,  so  the  methodologies  for  the  use  of  these 
microorganisms need to be established and optimized so that 
better  results  can  be  achieved  in  the  development  of 
ecoefficient building materials and for a better understanding 
of the biocementation process by fungi. 
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